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TS tape stripping 
CB cyanoacrylate biopsy 
CAF caffeine 
BR 4-butylresorcinol 
TA triamcinolone acetonid 
SC stratum corneum 
HF hair follicle 
IVIVC in vitro-in vivo 相関  
EB Evans blue 
CLSM 共焦点レーザー走査型顕微鏡 
HPC－M ヒドロキシプロピルセルロース M グレード 
HPC－H ヒドロキシプロピルセルロース H グレード 
RH relative humidity 
CV coefficient of variation 
記号 
logKo/w n-オクタノール／水分配係数 













































皮膚適用薬物の皮膚中濃度測定法として suction blister 法 8)、punch and shave 













































皮膚透過性が向上した知見が得られていた 40)ため、水溶性薬物である CAF 水溶
液の皮膚適用後の角層内及び毛嚢内への CAF の移行性に及ぼす塗擦の強さ及び
























ためブタ耳介皮膚を用いて、CB 法によって回収された HF レプリカの高さ、HF















第 1 節 実験方法  
1. 1. 試薬及び実験材料 
CAF （M.W.: 194.2） と BR （M.W.: 166.2） は富士フィルム和光純薬工業株
式会社（大阪）から入手した。アロンアルファ® （東亞合成株式会社、東京、シ
アノアクリレート含量: > 95 %、多目的型）、アロンアルファ® Tsurimeijin （同
社、シアノアクリレート含量: > 95 %、低粘度タイプ）、アロンアルファ®色変
化 （同社、シアノアクリレート含量: >90 %、カラーチェンジタイプ）、アロン
アルファ® Tsurimeijin （同社、シアノアクリレート含有: > 85 %、軟質粘着タイ
プ）、接着 （UHU GmbH & Co. KG、Bühl、ドイツ、シアノアクリレート含有量
不明） を用いて CB 法を適用した。Nile red は関東化学株式会社（東京）から
購入し用いた。CuDerm 株式会社（Dallas、TX、米国）からセロハンテープ（Standard 
D-Squame Discs）を購入し用いた。Teﬂon メッシュ（Teﬂon 40 メッシュ）は、株
式会社くればぁ（豊橋、愛知）から購入したものを用いた。 
 






1. 3. 種々ドナー溶液の調製 
CAF 及び BR ドナー溶液は、それぞれ、100 mM または 10 mM になるように
精製水に溶解させ使用した。 
 
1. 4. n-オクタノール／水分配係数 
CAF 及び BR の n-オクタノール／水分配係数は、ﬂask 法を用いて求めた。
すなわち、CAF と BR を予め n-オクタノールで飽和した水に溶解し、予め水で
飽和した n-オクタノールの同体積と混合し、全サンプルを 37℃で 24 時間振と
うし、水相中の薬剤濃度を HPLC を用いて分析した。なお、n-オクタノール相の
薬物濃度は計算によって求め、最終的に CAF と BR の n-オクタノール／水分
配係数 （Ko/w） を算出した。 
 
1. 5. In vitro 皮膚透過実験法 
ブタの耳介皮膚はブタ耳組織から摘出することなく用いた。冷凍された皮膚
は 32 ℃の温水で解凍した。解凍後、皮膚を精製水で丁寧に洗浄した。その後、
皮膚上の余分な水分を拭き取り、バリカンを使って長さ 約 1.5 mm に剃毛した。
縦型フランツ型セル （有効透過面積: 1.77 cm2） のドナー側は、アロンアルファ




除き、ドナー側に 1.0 mL の薬液を適用した。ドナーセルは、薬液の蒸発を防ぐ
ためにパラフィルムで覆い、インキュベーター（18AIC、三洋電機株式会社、大
阪） 内で、32° ℃、80 % RH 下にて行った。 
TS 及び CB 処理は、薬液適用後 5、30、120、480 分後に行った。各実験を 3
回繰り返して行った。全ての毛穴の開口面積を合わせた総開口面積をデジタル
マイクロスコープ （VHX-5000 株式会社キーエンス、大阪） を用いて計算し、
SC と HF の薬物量は、SC 面積（薬液塗布面積から HF 総開口部面積を減じた面
積）及び全 HF の総開口部面積を用いて補正した。 
 
1. 6. TS 法 
皮膚透過実験後、適用した薬液を SC 上のドナー部位から完全に除去し、皮
膚を精製水 1.0 mL で 3 回洗浄した。その後、皮膚中心部に 1.33 cm2 の孔を有
するテフロンメッシュシートを重ね、薬液塗布面積の内部を露出させた。TS 処
理は、セロハンテープ（標準 D-Squame ディスク、CuDerm 株式会社、Dallas、
TX、米国）を用いて 20 回行い、露出した皮膚面積から SC 内の薬物を回収し





ムを用いて測定した。また、CB 法により得られた HF レプリカの回収率と高さ
を評価するために、薬液適用のない TS 法も実施した。 
 
1. 7. CB 法 





からセロハンテープを除去して硬化したシアノアクリレート （HF レプリカ） 
を採取した。デジタル顕微鏡を用いて、HF レプリカの回収率と高さを測定した。
レプリカは、1.0 mL のメタノールを加えたガラスバイアルに入れ、ボルテック







1. 8. 毛嚢プラッギング法 
毛嚢プラッギングは、以前に報告された方法 27)に従って行った。操作手順は、
下記の通りである。指定された領域の HF （有効透過面積: 1.77 cm2） は、HF を
介した薬物浸透を防ぐため、シリコーングリースとシアノアクリレート接着剤
の混合ペーストで埋めた。なお、混合ペーストは、シリコーングリース （Super 
Lube® Silicone Dielectric Grease; Synco Chemical Corp、Bohemia、NY、米国）、α-





1. 9. 薬物の定量方法 
サンプル中の薬物濃度 （CAF 及び BR） は、 HPLC システム（Prominence;
島津製作所、京都）を用いて分離し、UV 検出器 （SPD-M20A;島津、京都）を
用いて定量した。まずサンプル溶液とアセトニトリルを 1：1 の割合で混合した
後、遠心分離機（Himac CT15RE、日立工機株式会社、東京）にて 21,500× g 、




ODS-3 カラム （内径 5 µm、150× 4.6 mm2；GL サイエンス、京都） を用いて
40 ℃にて行った。CAF 測定時の移動相は 0.1 %リン酸 aq/アセトニトリル （90/10、
v/v） を、BR 測定時の移動相は水/アセトニトリル （35/65、v/v）を用いた。流
速を 1.0 mL/min に調整し、CAF は 254 nm にて、BR は UV 280 nm にてそれぞ
れ検出した。 
 
1. 10. HF レプリカの観察法 
皮膚表面及び得られた HF のレプリカはデジタルマイクロスコープ （VHX-
5000） を使用して観察した。HF レプリカの高さは、三次元形状計測ソフトウ
ェア （VHX-H4M、株式会社キーエンス、大阪） を用いて算出した。HF の高
さは、異なる焦点面で迅速に画像を処理することによって得られる深さ画像を
使用して計算した。また、毛嚢開口部の面積も VHX-5000 に組み込まれた測定
システム（VH-M-100 XY、キーエンス株式会社、大阪）で測定した。Figure 1 は、
CB 法にて得られた HF レプリカの皮膚及び断面図を示す。レプリカの高さと幅










Fig. 1. Diagram of application of CB method on the skin（a）and the cross-section of 
obtained HF replica（b）. 
 
1. 11. 統計解析 





第 2 節 結果 
2.1. 異なるシアノアクリレート接着剤で作製した HF レプリカ  
はじめに、薬物の適用をせずに異なるシアノアクリレート接着剤にて調製さ
れた HF のレプリカについて調べた。Figure 2 に 5 種類の市販品を適用して得ら
れた HF レプリカを示す。全ての製品について HF レプリカが得られた。また、
一定面積内に目視確認できる毛嚢数に対して、HF レプリカとして回収できた割
合は、カラーチェンジタイプの製品（Aron Alpha® color change type）以外は 85 %
以上と高い回収率であった（Table 1）。 
 
Table 1 Recovery rates of HF replicas 
 
Cyanoacrylate products（Cyanoacrylate content） Recovery rates（%） 
Aron Alpha® multi-purpose type（95%） 88.1 
Aron Alpha® Tsurimeijin low viscosity type（> 95%） 97.1 
Aron Alpha® color change type（> 90%） 78.1 
Aron Alpha® Tsurimeijin soft adhesive type（> 85%） 100 








































Fig. 2. Eﬀect of diﬀerent cyanoacrylates on the obtained HF replicas using ﬁve types of 
CB. multi-purpose cyanoacrylate（a）; low viscosity cyanoacrylate（b）; color change 






Figure 3a 及び b に得られた HF レプリカ及び HF レプリカから得られた 3 次





158 μm と幅 768 μm である。 
この方法を用いて、5 種の市販シアノアクリレート製品にて得られた HF レ
プリカの高さを比較した。多目的タイプ、低粘度タイプ、カラーチェンジタイプ、
ソフトタイプ及び UHU 製品のレプリカの高さは、それぞれ、175.3 ± 38.7 μm 



















































Fig. 3. Images of obtained HF replicas. Top view（a）; composite three-dimensional image 
obtained from HF replicas in the area of the square shown in Figure. 2a（b）; side view 







2. 2. シアノアクリレートの滴下量の検討 
 適用する皮膚面積に対するシアノアクリレートの被覆率と HF レプリカの高
さに及ぼすシアノアクリレート液滴数の影響を調べた。ミクロ天秤 （XP26、メ
トラー・トレド株式会社、東京） を用いて測定したシアノアクリレート接着剤 
（多目的型） の 1 滴の重量は、17.77 ± 1.62 mg （平均±S.D., n = 10） であった。
硬化したシアノアクリレートの被覆率は、1.13 cm2 に対して、それぞれ、 205 %、
264 %、317 %であり、1 → 3 滴の液滴数の増加にともない増加した。また、2
滴及び 3 滴の滴下から得られる HF のレプリカの高さの平均値は、1 滴の滴下
の際に得られるレプリカ高さに比べて、0.98 倍及び 0.95 倍であった。したがっ
て、CB 法に用いる皮膚面積は、シアノアクリレート製品を 1 滴のみ滴下するこ
とで、十分にカバーできることが分かった。また、HF レプリカの高さは、シア
ノアクリレート接着剤の滴下数によってほとんど変わらなかった。したがって、
以下の実験はシアノアクリレート接着剤を 1 滴滴下する条件で行うこととした。 
 
2. 3. CB 法にて得られた HF レプリカの回収率  
1.13 cm2 あたり 59 個の毛嚢を有するブタ耳の摘出皮膚を実験に使用した。
Figure 4a 及び b-f は、それぞれ、同じ皮膚を用いて 5 回連続の CB 処理にて得
られた HF の位置（番号）と HF レプリカを示す。Figure 4b 中の円は 1 回目の CB
21 
 
処理、Figure 4c 中の四角は 2 回目の CB 処理、Figure 4d 中の三角形は 3 回目の
CB 処理でレプリカが得られた毛嚢番号をそれぞれ示す。さらに HF レプリカは、
4 回目、5 回目の CB 処理によって、同じ HFs から複数回回収されたが、いくつ
かの毛嚢 （番号 24、40、47、48、49、及び 59）からはレプリカは 1 回しか回
収されなかった。連続 3 回の CB 処理によって全ての毛嚢から HF レプリカが回
収された。回収率は、各 CB 処理で HF レプリカが得られた毛嚢数を用いた皮膚
の毛嚢数（59 個）で除した値として定義した。異なる 3 つの個体から摘出した
ブタ耳皮膚を用いて、1 回の CB 処理を行った後、全毛嚢数に対する HF レプリ
カの回収率を調べた。その結果、異なる 3 つの皮膚から回収された HF レプリカ

































Fig. 4. Numbered HF positions（a）and images of recovered HF replicas obtained 
using ﬁve successive treatments from its corresponding position（b-f）. Replica 
images when the number of CB method applications was increased by one to ﬁve times
（b-f）. Symbols: ○; HF replicas obtained from a single CB application. □ and △; HF 







2. 4. HF レプリカの高さのバラツキ 
Figure 5 は、対応する HF 位置から得られた HF レプリカの高さを示す。毛嚢
位置の番号は、Figure 4a と同じである。5 回連続で行った CB 処理から得られた
5 つの HF レプリカを用いて高さを算出した。各 CB 処理によって得られた HF
レプリカの高さの変化と CV 値を Table 2 に示す。表からわかるように、各 CB
処理に対する HF レプリカの高さの平均値は、CB 処理回数の増加に伴って減少
した。注目すべきことに、第 1 回目の CB 処理によって得られた CV 値は、2 回
目以降の操作で得られた CV 値よりも小さく、CB 処理数の増加に伴って CV 値



















































Fig. 5. Height of recovered HF replicas and their corresponding location. Each point 
represents the mean ± S.D.（n = 3–5, raw data were plotted for the HF location number 
24, 36–40, 46–50, 58, and 59, which could not be collectable for 3 points or more against 







Table 2. Change in the height of reserved HF replicas and CV values 
Number of applications of 
the CB method （times） 
1 2 3 4 5 
Average （µm） 175.3 144.6 117.9 133.0 118.3 
S.D. 38.7 44.4 51.5 53.1 52.9 
CV （%） 22.1 30.7 43.7 39.9 44.7 
n 52 53 47 42 38 
Collection ratios （%） 88.1 89.8 79.7 71.2 64.4 
Maximum （µm） 268.0 258.1 248.4 293.3 236.1 
Minimum （µm） 87.7 89.9 17.2 51.2 4.6 
n: the number of HF replicas obtained in each CB application 
 
2. 5. 角層及び毛嚢中薬物量の評価 
Figure 6 に CAF（logKo / w：-0.12）及び BR（logKo / w：2.85）を適用した後の
SC 及び HF における薬物量の推移を示す。薬物の極性にかかわらず、SC 及び
HF の両方で薬物が確認された。SC 内及び HF 内の薬物量は、いずれも薬物適用
後経時的に増加し、適用後 2 時間でほぼ一定値に達した。さらに、SC 及び HF
中の BR 量は、いずれの評価時間においても CAF の薬物量よりも有意に高かっ
た。特に、SC 及び HF 中の BR は、CAF と比較して適用後わずか 5 分で明確に
検出され、BR は、CAF の SC 中薬物量及び HF 中薬物量と比較して、それぞれ、
26 
 






100 倍及び 260 倍高い値を示した。ここで、SC 中に検出された薬物量を HF の
薬物量で除した値として定義した。いずれの薬物についても薬物分布比は時間
とともに減少した。 BR については、30 分で 26.8 倍、1 時間で 16.3 倍、また 2
時間で 11.4 倍と減少した。同様に、CAF については、30 分で 35.1 倍、1 時間で




















Fig. 6. Time course of the CAF and BR disposition in the HF and SC. Symbols: ● and 
○; the amount of CAF in the SC and the HF, respectively, ■ and □; the amount of 
BR in the SC and the HF, respectively. Each point shows the mean ± S. E. 
 
適用した薬物の透過経路を調べるために、HF プラッギング皮膚を用いて検討








































及び BR 水溶液を適用後の SC 及び HF における薬物分布を示す。HF プラッギ
ングした皮膚における SC 中薬物量は、いずれの薬物についても、HF プラッギ
ングをしていない皮膚よりわずかに低かった。一方、HF プラッギング皮膚に塗
布した場合、いずれの薬物も HF 中には観察されなかったが、HF プラッギング
していない皮膚ではいずれの薬物でも検出され、CAF が 3×10-3 ％/ cm 2、BR が





















Fig. 7. Eﬀect of HF plugging on the CAF and BR disposition in the SC and HFs. Symbols: 
Open and ﬁlled column show non-HF-plugged skin and HF-plugged skin, respectively. 
No drug distribution was observed in the HF for HF-plugged skin. Each column shows 











































Figure 8 に、非 HF プラッギング及び HF プラッギング皮膚における薬物適用
5 分後の角層中薬物深度分布プロファイルを示す。薬物の分布は、薬物の極性に
かかわらず、いずれの皮膚においても主に SC の浅い層で観察された。しかしな
がら、いずれの薬物についても、非 HF プラッギング皮膚において、TS 回数が
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Fig. 8. Eﬀect of HF-plugging on the CAF and BR distribution-depth proﬁle in the SC. 
Open and ﬁlled columns show non-HF-plugged skin and HF-plugged skin, respectively. 
The X-axis shows the number of times tape stripping was applied. Each column shows 



































第 4 節 考察 
 薬物の経皮吸収または皮膚中分布に及ぼす HF ルートの寄与はいくつかの研
究で試験されてきた 27, 28)。当研究室では、薬物の全皮膚透過量における HF ル
ートの寄与が、親油性薬物と比較して、CAF 等の親水性薬物の方が高いことを
報告した 27)。Frum らは、in vitro サンドイッチ法を用いて、HF 透過における
Log Ko/w の影響を検討し、局所的に適用される薬物の親油性の増加に伴って全
皮膚透過に対する HF ルートの寄与が減少したことを報告した。総透過速度（ﬂux） 
に対する HF の寄与は、親油性が高い 2 つの薬物については 4 ％及び 2 ％と小
さかったが、中程度及び低い Log Ko/w 値の薬物については 34 から 60 %の間で
変化した 29)。Liu らは、30 % エタノールと 70 % プロピレングリコールに溶解
した CAF は、局所適用後 30 分以内に HFs を介して吸収されたことを報告し、
SC または HF 単独でのルートを介した CAF の in vivo での吸収は、in vitro の透
過に比べて、非常に速く、より大きかったことを報告した 30)。Otberg らは、CAF
を用いて、HF の開放及び閉鎖された皮膚を用いて、in vivo 皮膚吸収実験を行っ
た。HF 開放皮膚を用いた際に、CAF は局所適用後 5 分で血中に検出されたが、
HF 閉鎖皮膚を用いた際には、CAF は適用 20 分後に検出された 14)。 
本研究では、最初に、HF内において薬物が検出されうる深さを把握するため、
HF レプリカの高さを測定した。HF レプリカは 1 回の CB 処理によって、高い回
収率で回収され、レプリカの高さの平均値はおおよそ 175 µm であることがわか
31 
 
った。ヒト頭皮の成長期毛嚢のバルジ領域は 500 から 800 µm の深さにあるが、
皮脂腺は浅い部分、すなわち、おおよそ 100 から 500 µm の深さに位置すること
がわかっている。毛嚢の全長と漏斗部は、成長期と退行期の毛嚢によって大きく
異なる 16)。皮膚表面における成長期毛嚢の開口部の直系は、退行期毛嚢の 2 倍
大きい 31)。さらに、ヘアサイクル 32)、身体の部位の違い 18)、性別、年齢も毛嚢
の形態に影響を与える。ブタ皮膚における毛嚢漏斗部の開口部の直径及び漏斗
部の深さは、それぞれ、173 から 229 µm 及び 493 から 665 µm と報告されてい
る 33)。本実験で用いたブタ耳介皮膚の毛嚢漏斗部の開口部の直径は、216 ± 21 
µm （平均±S.D.） であり、１回の CB 処理によって得られた HF レプリカの高






の急速な増加が、皮膚の深さ 500 µm までで観察されている。また、分子量の小
さな蛍光ラベルでは、2,000 µm よりも深い位置に達したが、4,000 µm の深さで
は自発蛍光のみが観察されている。本報告から、CB 法を用いて得られた HF レ
32 
 
プリカ法は、SC 除去皮膚表面から平均して約 175 µm の深さまでの HFs におけ
る薬物の分布を測定するのに有用であることと考えられた。 
皮膚透過における in vitro-in vivo 相関 （IVIVC） は、医薬品製剤の開発期間
の短縮や製剤の最適化、さらには皮膚に曝露される化学物質の安全性評価にお
いて非常に重要である。したがって、Trauer 15)ら Blume-Peytavi 23)らによって報
告されたように、 HF ルートを介した薬物の速い吸収を推定するための実験法
が必要であろう。著者らの予備実験では、in vivo 実験 （データは示していない） 
と比較して、モルモット摘出皮膚を用いた実験（in vitro 実験）にて、毛嚢中薬


















 本研究では、薬物の極性によらず HF 中の薬物分布が観察された。さらに、全
適用薬物に対する HF 内の BR の分布比は、毛嚢内の CAF の分布比より高かっ
た。特に、適用 5 分後の HF 内の BR 分布比は、CAF よりも約 260 倍高かった。
皮脂腺から分泌される一次脂質成分は、トリグリセリド（∼ 41 %）、ワックスエ











て高かった。SC 及び HF ルートを介した薬物拡散と SC への分配は、本実験で
は評価していない。しかし、毛嚢プラッギングしていない皮膚において、CAF は
適用後 5 分以内で角層中に検出されたものの、毛嚢プラッギング皮膚を用いた







第 5 節 小括 
 本研究で実施した CB 法では、角層を除去した皮膚の表面から、深さ約 175 





































第 1 節 実験方法 
1. 1. 試薬及び実験材料  
Evans blue（EB）は東京化成工業（東京）、Fluoresbrite® Plain（YG）0.05 Micron 
Microsphere（2.6 % Solid-Latex）は Polyscience, Inc.（Warrington、PA、米国）か
ら購入した。また、その他の試薬や材料は第 1 章に示したものと同一とした。 
 
1. 2. 実験試料 
第 1 章と同様の入手先からブタ耳介試料を購入し、同一の処理を施した。 
 
1. 3. ドナー溶液の調製 
CAF 100 mM になるように精製水に溶解させ、これをドナー溶液とした。 
 








1. 5. n-オクタノール／水分配係数測定法    
第 1 章と同様の方法にて測定した。 
 
1. 6. 薬物の皮膚適用法  
冷凍保存したブタ耳介は 32 °C の温水中にて解凍した。解凍後、ブタ耳介の
皮膚表面を傷つけないよう丁寧に精製水で洗った。その後、水分をよく拭き取
り、バリカンを用いて毛の長さが約 1.5 mm となるように剃毛した。なお、今
回はブタ外耳部分の皮膚を用いた。表皮側に縦型拡散セルのドナーセル（有効
透過面積：1.77 cm2）をアロンアルファ®ゼリー状（コニシ株式会社、大阪）を
用いて貼り付けた。表皮側に 1.0 mL の精製水を適用し、1 時間水和した。水
和後、精製水を回収し、ドナーセルを取り除き、表皮側にドナーセルと同じ面
積にくり抜いたポリエチレンテレフタレートフィルムを貼り付け、本章 1. 3.
で調製した CAF 水溶液を 20 µL 適用し、適用開始直後に 1. 4.の条件で、①円
を描く塗擦処理を施したものを rubbing、②毛流れに沿う塗擦処理を施したも
のを toward hair flow、及び③毛流れに逆らう塗擦処理を施したものを against 























Fig. 9 Set-up for in vitro experiment control（a）, rubbing（b）, toward hair flow 
（c）and against hair flow（d）to evaluate drug disposition in skin.  
 
1. 7. TS 法 











1. 8. CB 法 
第 1 章 1. 7.と同様の方法を用いた。 
 
1.9. in vitro 摘出皮膚透過性試験法 
1. 9. 1. ブタ耳介皮膚の前処理方法 
 冷凍状態のブタ耳介皮膚を 32 °C の温水中にて解凍した。解凍後、ブタ耳介の
皮膚表面を傷つけないよう丁寧に精製水で洗った。水分をよく拭き取り、バリカ
ンとシェーバーを用いて剃毛した。その後、メスを用いてブタ耳介皮膚の外部皮
膚を直径 2.8 cm の円形に切り取り、ハサミを用いて真皮側の脂肪を丁寧に取り
除いたものを in vitro 皮膚透過実験に用いた。 
 
1. 9. 2. ブタ耳介摘出皮膚を介した in vitro 皮膚透過実験 
 Figure 10 に本試験で用いた縦型拡散セルを示す。切り取ったブタ耳介摘出皮
膚を 1 時間水和後、塗擦未処理は縦型拡散セル（有効透過面積：1.77 cm2）に装
着し本章 1. 3.で調製したドナー溶液 20 µL を適用した。また、各塗擦処理は本章
1. 3.で調製した CAF 水溶液 20 µL を適用し、適用開始直後に本章 1. 4.の条件で
種々塗擦処理を施してから、縦型拡散セルに装着した。その後、真皮側に 6.0 mL











Fig. 10 Set-up of vertical type diffusion cell for in vitro skin permeation experiment. 
 




× g、5 min、4 °C）し、サンプル中のタンパク及びテープ由来の夾雑物を沈殿さ
せた。その上清を HPLC を用いて測定した。 
 
 
Pig ear skin 








1. 11. 皮内（皮溝や毛嚢への色素の移行）と毛嚢内の薬物分布の観察 
1. 11. 1. ドナー調製方法 
適量の EB を精製水に溶解させ、EB 水溶液を調製した。また、Fluoresbrite® 
Plain（YG）0.05 Micron Microsphere（2.6 % Solid-Latex）はそのまま用いた。 
 
1. 11. 2. 製剤適用方法 
摘出皮膚の表皮側に縦型拡散セルのドナーセル（有効透過面積：1.77 cm2）を
アロンアルファ®ゼリー状（コニシ株式会社、大阪）を用いて貼り付けた。表皮
側に 1.0 mL の精製水を適用し、1 時間水和した。水和後、精製水を回収し、ド
ナーセルを取り除き、表皮側にドナーセルと同じ面積にくり抜いたポリエチレ
ンテレフタレートフィルムを貼り付け、本章 1. 11. 1 で調製した EB 水溶液また







1. 11. 3. 光学顕微鏡による皮内（皮溝及び毛嚢）の色素分布 
EB 適用群に関しては、ドナー溶液適用終了後の皮膚を 1.0 mL の精製水で表
皮側を 3 回洗浄した。その後、第 1 章 1. 6.と同様の方法を用いて TS 処理を 20










第 2 節 結果  
2. 1. 塗擦処理による薬物の角層及び毛嚢内分布の影響   
Figure 11 に CAF 水溶液の角層内及び毛嚢内薬物移行量に及ぼす各塗擦処理の
影響ついて示す。Figure 11a 及び 11b は CAF 水溶液適用 5 分後、Figure 11c 及び





















Fig. 11. Effect of rubbing on the CAF distribution in the SC（a, c）and HFs（b, d）5 
and 120 min after application.  
Control（   ）, Rubbing（  ）, Against hair flow（   ）and Toward hair flow
（   ）. Each value shows the mean±S.D.（n=3）* represents statistical significance











2. 2. 塗擦処理による薬物の角層内深さ分布の影響 
Figure 12 に CAF の角層内の深さ方向への分布に及ぼす塗擦処理の影響を示
す。毛流れに逆らった塗擦処理によって、テープストリピング 10 枚未満の角層





















Fig. 12. CAF distribution-depth profile in the SC. The X-axis shows the number of times 
tape stripping was applied. Control（●）, Rubbing（■）, Against hair flow（▲）and  


































2. 3. 塗擦塗布による薬物の皮膚透過量の影響   




6 時間後の CAF 透過量は、それぞれ 2.4、4.0、4.6 及び 7.2 %/cm2/dose となった。
この結果と本章 2. 1.の塗擦の方向性が及ぼす角層内及び毛嚢内移行性を評価し
た結果を比べると大小関係が一致した。また、6 時間後の CAF の透過量を比較
すると、毛流れに逆らった塗擦処理皮膚では、塗擦未処理と比較しておよそ 3 倍
高かった。注目すべきことに、毛流れに逆らった塗擦と塗擦未処理時の CAF 透




























Fig. 13. Time course of cumulative amount of CAF with or without rubbing.  Control 
（〇）,  Rubbing （□）,  Against hair flow （△）, and Toward hair flow （◇）. 
Each value shows the mean±S.D.（n=3）. 
  
Figure 14 に透過試験終了後の皮膚表面の観察画像を示す。塗擦未処理













































Fig. 14 Distribution of recrystallized CAF on porcine skin surface after permeation 
experiment. Without rubbing（a）and with rubbing（b）. White color means distribution 
of recrystallized CAF. HF: hair follicle. Bar: 1,000 µm. 
 




逆らった塗擦（Figure 15f）にて毛嚢開口部及び皮溝に EB が集積することが明ら
かとなった。さらに、毛流れに逆らって塗擦した場合は、2 回（Figure 15c, g）及


















Fig. 15 Distribution of stained solution on porcine skin surface. Rubbing with toward hair 
flow（a-d）and rubbing with against hair flow（e-h）. Before application（a, e）and 5 
min after application of dye（b, f）. Dye distribution on the skin surface after 2nd times 
tape-striping（c, g）and 20th times tape-stripping（d, h）. HF: hair follicle, EB: Evans 
blue. Bar: 1,000 µm. 
 
2. 5. 塗擦処理による皮膚適用した蛍光微粒子の皮内分布 
皮膚表面及び毛嚢内への薬物の移行を視覚的に評価するため、蛍光微粒子
（Fluoresbrite®）を用いて、塗擦処理により皮膚適用した際の蛍光微粒子の皮内
分布を観察した。Figure 16a に塗擦未処理、Figure 16b に毛流れに逆らった塗擦、
Figure 16c に毛流れに沿った塗擦、Figure 16d に円を描く塗擦処理を施し
Fluoresbrite®5 分間適用後の皮内 confocal laser scanning microscopy（CLSM）観察
HF EB
a) b)                           c)                           d)
HF
EB






































Fig. 16 CLSM images of porcine ear skin after application Fluoresbrite® without or 
with rubbing. Control（a）, against hair flow（b）, toward hair flow（c）, and rubbing
（d）. Green color means distribution of fluorescent for Fluoresbrite®. HF: hair follicle, 






























た、Hasler-Nguyen と Fotopoulos は、ジクロフェナクジエチルアミンを 1.16 ％
含むゲルを 45 秒間塗擦塗布することによって、適用 8 時間後までのジクロフ









 本論文第 1 章では、CB 法の最適化を行い、ブタ耳介皮膚に水溶性薬物の CAF
及び脂溶性薬物の BR を適用した際の各薬物の毛嚢内への分布を評価した。そし







一方、CB 法では角層を除く皮膚表面からおよそ 175 µm の深さの薬物を回収で
きることが分かっている 44)。したがって、毛流れに逆らう塗擦塗布によって、
CAF がより毛嚢深部に移行したと推察される。さらに、毛流れに逆らう塗擦塗
布によって、塗擦なしと比較して、適用 6 時間後までの CAF の累積皮膚透過量












多くの製剤が分布している様子が観察された。さらに、2 回もしくは 20 回のテ
ープストリッピング後の皮膚状態の観察においても、毛流れに逆らって塗擦塗
布した場合には、毛嚢内にやや色濃く EB が分布していることが分かった
（Figures 15, 16）。このことより、塗擦による CAF の皮溝や毛嚢への分布が皮膚
透過性の増大に寄与している可能性が示唆された。 






















第 4 節 小括 
 本章では、水溶性薬物の CAF 水溶液の皮膚適用後の皮膚透過性や皮内動態
に及ぼす塗擦方向の影響について CB 及び TS 法を用いて評価した。毛流れに逆
らい塗擦適用することで、CAF の角層内及び毛嚢内移行量や皮膚透過量はいず
れもその他の塗擦方法と比較して著しく増加した。さらに、水溶性青色色素の
























第 1 節 実験方法 
1. 1. 試薬及び実験材料 
ヒドロキシプロピルセルロース M グレード（HPC-M）及び H グレード（HPC-
H）は日本曹達株式会社（東京）から購入した。透析膜は、富士フィルム和光純
薬株式会社（大阪）から購入した。また、その他の試薬や材料は第 1 章及び第 2
章に示したものと同一とした。 
 




ビーカーに 32 ℃の精製水を加え、さらに 2 % CAF 水溶液となるよう CAF
を加え、攪拌し溶解した。CAF 水溶液を 70 ℃に加温し、HPC-M を 3 %、5 %、
HPC-H を 5 %、7 %及び 10 %となるように加え、HPC が均一に膨潤するまで








た。なお、回転数は 0.1 rpm にて測定した。 
 
1. 5. 薬物放出試験法  
 Figure 16 に本試験で用いた縦型拡散セルを示す。切り取った透析膜を 1 時間
水和後、縦型拡散セル（有効透過面積：1.77 cm2）に装着し本章 1. 3 で調製した
ドナー製剤（各種ハイドロゲル）1.0 mL を適用した。その後、レシーバーセルに
6.0 mL の pH7.4 リン酸緩衝液を充填し、薬物放出試験を 32 ℃で 8 時間行った。
実験中、レシーバー側のセル内はマグネティックスターラーで常時撹拌した。経
時的にレシーバー側から 0.5 mL 採取し、その都度同量の精製水をレシーバー側






Fig. 16 Set-up of vertical type diffusion cell for in vitro drug release experiment. 
Dialysis membrane  
Water jacket （32ºC）  
Donor compartment 
Receiver compartment Sampling port 
Magnetic stirrer 




1. 6. TS 法 
第 1 章 1. 6.と同様の方法を用いた。 
 
1. 7. CB 法 
第 1 章 1. 7.と同様の方法を用いた。 
 
1. 8. In vitro 摘出皮膚透過性試験法 






第 2 節 結果 
 2. 1. 各種ハイドロゲルの粘度   
Table 3 に各種ハイドロゲルの粘度測定結果（実測値及び対数値）を示す。
ハイドロゲルの粘度は、HPC-M 及び HPC-H ともに配合量の増加に伴い値が上
昇した。なお、同濃度（5 ％）添加して調製した HPC-H ハイドロゲルの粘度は、
HPC-M ハイドロゲルより 18 倍高い値であった。 
 
Table 3 Viscosity of HPC hydrogels  
HPC 添加量 粘度（mPa･s） log 粘度 
3 % HPC-M 150.07 2.18 
5 % HPC-M 1,163.06 3.07 
5 % HPC-H 21,110.20 4.32 
7 % HPC-H 514,622.00 5.71 
10 % HPC-H 3,926,884.00 6.59 
 
2. 2. 各種ハイドロゲルからの CAF の放出性 
Figure 17 に各種ハイドロゲル（3 % HPC-M、5 % HPC-M、5 % HPC-H 及び 10 % 
HPC-H）からの CAF の放出性を示す。試験開始 8 時間後の 3% HPC-M、5% HPC-
64 
 
M、5 % HPC-H 及び 10 %HPC-H からの CAF の累積放出量は、それぞれ、8,174 
µg/cm2、7,406 µg/cm2、6,837 µg/cm2 及び 5,629 µg/cm2 であり、添加した高分子の














Fig. 17. Time course of cumulative amount of CAF. 3 % HPC-M（〇）, 5 % HPC-M 
















Fig. 18. Relations of viscosity and cumulative amount of CAF. 
 
2. 3. 塗擦処理による薬物の角層及び毛嚢内濃度の影響   
次に、塗擦処理による薬物の角層及び毛嚢移行性の変化における製剤粘度の
影響を調べるため、調製したハイドロゲルのうち、最も粘度が高い 10 % HPC-H
ゲルを用いて水溶液と比較した。なお、Figure 19 に CAF 水溶液及び CAF 配合
10 % HPC-H ゲルの角層内及び毛嚢内薬物移行量に及ぼす塗擦処理の影響ついて
示す。Figure 19a 及び 19b は CAF の角層及び毛嚢内量をそれぞれ示す。本研究










Fig. 19. Effect of rubbing on the CAF distribution in the SC（a）and HFs（b）5 min after 
application of solution or 10 % HPC-H gel. without rubbing（□）and without rubbing 
（■）. Each value shows the mean±S.D.（n=3）. 
 
2. 4. 塗擦処理による薬物の皮膚透過量の影響   
Figure 20 に CAF 水溶液及び各種 CAF 配合ハイドロゲルを用いた CAF の皮
膚透過性に対する塗擦処理の影響を示す。3 % HPC-M、5 % HPC-M、5 % HPC-
H 及び 10 % HPC-H のいずれのハイドロゲルについても、水溶液と同様に、塗
擦処理によって CAF の皮膚透過性は向上した。 
 
 
solution 10 % HPC-H gel 
a） b） 



















Fig. 20. Time course of cumulative amount of CAF permeated. with rubbing（□）and 
without rubbing（●）. solution（a）, 3 % HPC-M（b）, 5 % HPC-M（c）, 5 % HPC-






また、Figure 21 に各種ハイドロゲルの粘度の対数と CAF の累積透過量を
示す。3 % HPC-M、5 % HPC-M、5 % HPC-H 及び 10 % HPC-H の 6 時間目の
累積透過量は、それぞれ、11.13 µg/cm2、15.09 µg/cm2、18.69 µg/cm2 及び 14.02 
µg/cm2 であり、5 % HPC-H で最も高い値であった。さらに、塗擦擦処理な
しに対する塗擦処理ありの累積透過量の比は、それぞれ、1.87 倍、1.93 倍、








Fig. 21. Relations of viscosity and cumulative amount of CAF. With rubbing circular 
































第 3 節 考察 








調べるため、調製したハイドロゲルのうち、最も粘度が高い 10 % HPC-H ゲルを
用いて水溶液と比較した。その結果、10 % HPC-H ゲル適用時の角層内 CAF 移
行量は、水溶液適用時と同様に塗擦未処理と比較して増大した（Figure 19a）。
さらに、毛嚢内 CAF 移行量についても、水溶液と同様に増大した（Figure 19b）。



































































まず、第 1 章では、CB 法に用いるシアノアクリレート接着剤の種類、滴下量、
CB 操作の最適化を行い、角層を除去した皮膚の表面から深さ約 175 µm に相当
する HF レプリカを得た。また、CB 法は毛嚢漏斗部の浅い部分から皮脂腺の近
傍までの毛嚢領域の薬物分布を評価可能であることが明らかとなった。さらに、
モデル薬物を用いた CB 法による評価を行ったところ、親水性薬物である CAF
よりも脂溶性薬物である BR の方がより短時間で多くの量が HF に送達するこ
とが明らかとなった。 
第 2 章では、水溶性薬物である CAF 水溶液の皮膚適用後の角層内及び毛嚢内
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